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WE. 用 根 癌 农 杆菌 侵 染 桥 楼 〈 Trichosantfes krilowii Maxim.) 无 菌 苗 后 ， 获 得 其 冠 疗 组 织 ; 桥 
楼 冠 疗 组 织 经 除 菌 后 能 在 无 激素 的 MS 培养 基 上 良好 生长 ， 并 合成 冠 疗 碱 ， 表 明 T; 质粒 转化 
成 功 。 桥 楼 冠 瘦 组 织 中 最 高 蛋白 含量 为 130、6mg /g { 鲜 重 )。 经 SDS - PAGE 检测 其 含有 的 蛋 
白 种 类 与 桥 楼 根 含有 的 基本 一 样 。 研 究 表明 ， 利 用 桥 楼 冠 笋 组 织 作 为 培养 系统 生产 天 花粉 蛋 
白 有 很 好 的 开发 前 景 。 
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Ahstract: Transformed crown tissue cultures from. Trichosanthes kirilowii Maxim. were established by Ti 
plasmid in C58 strains. The crown issues grew well in free - hormone MS medium . Nopaline was inspected 
in the crown gall and this data showed that T - DNA of Ti plasmid had been transformed successfully . The 
content of proteins in the tissue was about 130.6mg/g (fresh weight) which was inspected by compound — 
color methods and its TCN — protein was inspected by SDS — PAGE analysis. The study showed that the pro- 
duction of TCN proteins from crown tissue cultures may be developed in prospect. 
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桥 楼 (Trichosanthes kinlowii Maxim). 的 块根 俗称 天 花粉 ， 含 有 淀粉 、 皂 起 、 天 花粉 蛋 
白 、 多 种 氨基 酸 及 糖 类 等 成 分 (Tsao 等 ，1986)。Trichosanthes (TCN 纯 的 药剂 制品 
GLQ223) 是 从 桥 楼 的 根 中 提取 出 来 的 蛋白 质 ， 它 具有 抗 病毒 、 抗 肿瘤 、 抗 糖尿 病 和 免疫 
调节 等 功效 ; 尤其 是 在 发 现 其 具有 抗 艾滋 病 的 功效 后 更 加 激发 了 人 们 对 它 的 兴趣 ，TCN 和 
TAP29 (Trichosanthes Ánti - HIV protein 20Kda) 是 其 中 最 引 人 人 注目 的 两 种 蛋白 (Leun 等 ， 
1986; McGrath 等 ，1989)。 

Brett 和 Hector (1994) 及 邱 德 有 (1996) 等 对 桥 楼 发 根 培 养 产 生 天 花粉 蛋白 进行 了 研 
究 ; 利用 基因 工程 方法 产生 天 花粉 蛋白 也 有 报道 ， 但 离 工 业 化 生产 都 还 有 一 定 的 距离 。 本 
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实验 是 利用 根瘤 农 杆菌 C58. ( Agrobacterium tumefaciens C58) Ti 质粒 T-DNA 整合 到 桥 楼 细 
胞 基因 组 中 ， 诱 导 冠 疗 组 织 (Crown gall tissues). 发 生 ， 冠 疗 组 织 离 体 培 养 时 具有 激素 自 
主 、 增 殖 速度 较 常 规 细胞 培养 快 ， 且 较 毛 状 根 培养 易于 大 规模 化 生产 等 优点 。 利 用 冠 瘦 组 
织 培养 生产 天 花粉 蛋白 可 能 是 一 条 新 途径 。 





1 材料 与 方法 
1.1 桥 楼 冠 闻 组 织 的 诱导 和 培养 

取 桥 楼 《 Trichosanthes kirilowii Maxim) 种 子 ， 先 用 自来水 冲洗 干净 、 陪 干 ; 然后 在 超 
净 工 作 台 上 用 0.1%% 升 汞 消毒 ， 无 戎 水 冲洗 3 遍 ， 接 种 到 1/2MS HORE ELE 一 周 后 出 现 白 
色 的 幼 根 和 嫩 芽 。 生 长 2 周 后 ， 用 爵 脂 碱 型 根 癌 农 杆菌 C58 菌株 感染 桥 楼 无 菌 苗 【 张 划 稚 
等 ，1995)， 诱 导出 冠 瘦 瘤 。 然 后 ， 把 冠 疗 组 织 放 在 含有 500 mg /L OE EREXCÉS MS 琼脂 
培养 基 上 除 菌 ， 待 除 尽 菌 后 ， 在 不 含 激素 的 MS 琼脂 培养 基 上 继 代 培养 (温度 35 所， 黑 
暗 )， 以 合用 于 最 适 培养 基 的 第 选 、 培 养 条 件 的 优化 等 实验 。 
1.2 Ti 质粒 转化 的 证 实 

称 取 新 鲜 的 桥 楼 块根 、 冠 瘦 组 织 各 1 g， 研 磨 后 离心 (5000r/min, 10 min )， 用 毛细 管 
吸取 上 清 液 以 及 Nopalin 和 Arginine 标准 品 点 样 在 Whatman 3 mm 滤纸 上 ; 用 缓冲 液 渗 湿 滤 
纸 ， 热 后 电泳 (20v/cm)， 当 指示 剂 甲 基 绿 跑 到 边缘 时 停止 电 湾 ， 顺 方向 取出 电泳 纸 ， 用 
热风 吹 于 ， 放 入 0.002% 非 醒 ( 溶 于 无 水 乙醇 和 10% NaOH. (REP. 650% 乙醇 ) 等 体积 混合 
的 染 液 中 染色 几 分 钟 ， 然 后 风干 ; 最 后 在 254 nm 紫外 下 观察 、 摄 影 《Otten 等 ,1978)。 
1.3” 冠 痢 组 织 中 总 蛋白 的 测定 

称 取 50g 新 鲜 的 桥 楼 块根 、 冠 瘦 组 织 , 加 入 1: 2 的 1 x PBS (Phosphate Buffer Saline) 
pH7. 2， 经 破碎 (破碎 机 (XHF -1) ，30s3~4 次 )、 分 散 {高速 分 散 器 ，30s3~ 4 次)、 
浸泡 (4:,1-24). Bob (8000r/min, 15 min)， 取 50 pL 上 清 液 +950 uL dH20， 最 后 加 
人 5 mL 考 马 斯 亮 兰 溶液 ; 然后 用 721 分 光 光 度 计 在 595 nm 处 测定 其 0D 值 ( 张 龙 翔 ， 
1981)。 用 SDS - PAGE 测定 冠 丫 组 织 中 所 含 蛋 白质 的 分 子 量 《Smbrook 等 ，1992)。 


2 结果 与 讨论 
2.1 桥 楼 冠 姜 瘤 的 诱导 和 除 菌 

用 胭脂 碱 型 恨 癌 农 杆 菌 C58 菌株 感染 桥 楼 无 菌 苗 的 叶腋 处 ， 获 得 冠 惠 瘤 ， 诱 导 率 为 
8095; 然后 把 它们 从 茎 上 切 下 ， 放 在 含有 500mg/L 8788 2X) MS 琼脂 培养 基 上 培养 ， 
经 4 次 转移 获得 无 菌 的 冠 瘦 组 织 ， 并 筛选 长 势 较 好 的 冠 察 组 织 继 代 培养 。 
2.2 桥 楼 冠 蛮 组 织 基本 培养 基 的 筛选 

把 来 自 同 一 株 系 冠 完 组织 分 别 接种 到 不 含 激 素 的 MS. WP. B5. 67 - V 琼脂 培养 基 和 
液体 培养 基 上 进行 培养 ， 培 养 条 件 为 黑暗 、25 爷 。 结 果 ( 表 1) 表明 ， 桥 楼 冠 妾 组 织 在 以 
上 不 同 培养 基 上 生长 有 明显 差异 ， 其 中 以 MS 培养 基 中 冠 瘦 组 织 生 物 量 收获 最 大 ; 但 总 蛋 
白 会 量 差 异 不 大 。 
2.3 ”蔗糖 浓度 对 桥 楼 冠 惠 组 织 培养 的 影响 

我 们 以 MS 为 基本 培养 基 ， 比 较 了 15. 20. 30. 40. SOg/L 蔗糖 浓度 ， 接 种 量 为 30 g 
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(ME) 拭 ， 培 养 28 d Uc FS EE MIEZH E HEY RE 4-91 29 396.8, 415.4, 452.3, 428.5, 
400.7g (8E) /L， 结 果 表 明 以 30g/L BEBERIGERIRLBUE HL VCREBERCK. (图 1)。 
2.4， 林 楼 冠 疗 组 织 细胞 生长 曲线 及 总 蛋白 含量 的 变化 

选择 MS 为 基本 培养 基 ， 接 种 量 为 30 g〈 鲜 重 ) /L， 坊 糖 浓度 为 30g/L，pPH = 5.6， 黑 
暗 ，25 人 为 培养 条 件 ， 对 桥 楼 冠 丫 组 织 进 行 了 悬浮 培养 ,观察 其 细胞 生长 状态 和 总 蛋白 合 
量 的 变化 。 结 果 (图 2) 表明 桥 楼 冠 瘦 组 织 在 悬浮 培养 16 ~ 18 d 期 间 生 长 速度 最 快 ， 为 
34.45 (SEED g/L. d， 而 总 蛋白 含量 在 24 a 时 达到 最 高 值 为 130.6mg/g ( 鲜 重 ); 培养 28 
d 桥 楼 冠 疗 组 织 平均 生长 速度 为 13.35g〈 鲜 重 ) /L .d, 平均 蛋白 含量 为 122.5mg/g ( 鲜 重 ) 
。 培 养 27 d 时 冠 妾 组 织 开始 老化 ， 所 以 我 们 选择 暴 浮 培养 28d 时 收获 培养 物 。 
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Table |. The effect of different basic medium on the growth of crown tissue cultures 





and production of the total protein. 
Harvest Protein Protein 
Basic Inoculum Culture Harvest ; 网 n 2 
medium (g/L) dw. Rae (gl) ^M Vp pups 
ys 
(g) (mg/'g) (mg/g) 
MS 30.0 28 504.2 525.3 134.00 129.00 
Bs 30.0 28 485.4 492.4 129.23 128.12 
-Vv 30.0 28 453.2 416.5 130.19 127.98 
WP 30.0 28 443.6 468.4 131.98 127.23 


Notes; 1. The weight of crown tissue is fresh weight, — 2. DD cultured in solid and liquid media respectively 
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Fig.i The dfect of the concentration of sucrose on 
the growth of the crown tissues of T. Kirilowii 
FW. fresh weight 


图 2 XHUOEGHCE EH ARUEEL YA (E 
Fig.2 The time course of production - growth in the suspension 
FW; fresh weight; PC: protein contents 


2.5 füuSUBSCpENER SRI 
TRES C58 万 株 Ti 质粒 的 T- DNA 合 有 胭脂 碱 合 或 酶 基因 ， 而 植物 染色 体 中 不 
含 此 基因 。 如 果 Ti 质粒 将 该 基因 整合 到 植物 染色 体 中 ， 那 么 在 诱导 出 来 的 冠 瘦 组 织 中 就 
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能 检测 到 其 表达 产物 胭脂 碱 ， 则 表明 转化 成 功 。 我 们 用 高 压 纸 电泳 检测 了 枉 楼 冠 砷 组织 两 
个 株 系 ， 结 果 表 明 都 含有 胭脂 碱 (图 3- 3)， 证 实 了 下 质粒 中 的 T- DNA 已 整合 到 桥 楼 冠 
sig Sm uu erp, JEXEQEROES. 
2.6 fEHÜB A I] SEE A XU 

根据 用 标准 蛋白 求 得 的 标准 曲线 Y= 199.63006R - 7.04429, R = 0.99957 计算 出 本 楼 
冠 亲 组 织 中 的 蛋白 含量 。 结 果 显 示 ， 悬 浮 培 养 24 d 时 桥 楼 冠 瘦 组 织 蛋 白 含量 达到 最 高 ， 
为 130.6mg/g (SUR). JH SDS - 聚 两 燃 栈 胺 电泳 法 测定 枉 楼 冠 僵 组 织 中 所 含 蛋白 质 的 分 子 
Bt. ERE] (图 3- 2)， 冠 瘦 组 织 中 含有 的 蛋白 种 类 与 桥 楼 块根 中 含有 的 蛋白 基本 相 
同 ， 且 由 于 和 冠 疯 组 织 培养 具有 激素 自主 、 生 长 快速 等 优点 ， 为 此 ， 利 用 本 楼 冠 瘦 组 织 培养 
系统 来 生产 天 花粉 蛋白 很 有 开发 潜力 


以 





图 3 1, 用 根瘤 农 杆菌 CS8 感染 格 楼 无 音 苗 后 在 无 向 素 的 MS 培养 基 上 培养 18 DSL RICHLER ; 
2.SDS - MIS MG EIE HLEK E, uses es ge HORUM, b, C 梧 楼 块根 ,，h 奈 准 分 子 量 蛋 身 ; 
3. Ti 质粒 转化 证 实 蔷 ，a, i arginine, h; octopine, b, g; nepaline, d, e SERERERIELR, c, 6; MERE 
Fig.3 E. Crowm tissues induced from T. Airiloust which were cultured for 18 days on hormone free media: after. being in- 
fectexdby. Agrobacterium tumefaciens CS8 ; 2, SDS— PAGE, , a, e, e. E: crown tiasyes of T. kirilowii, bh. f: vos of T. Firilousi 
d, h; siandard protein markers; — 3. peoofs of the transformation of Ti plusmid, a, i: angmine, h; octopine, b, g : nopaline, d, v: 
erown tissues, c, f; mots of T. hirilowis 
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